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【摘要 】 BS 近年 来 ， 枢 经 推拿 在 治疗 神经 病理 性 疼痛 方面 展现 出 较 好 的 疗效 ,但 其 具体 作用 机 制 尚未 充分 

阐明 。 目 的 ”以 L; 冰 神 经 结扎 而 成 的 神经 病理 性 疼痛 大 鼠 模 型 为 观察 对 象 ， 根 据 各 项 研究 指标 观察 枢 经 推拿 对 大 鼠 的 
镇 痛 作 用 , 探讨 其 是 否 通过 影响 LncRNA-GAS5 进而 调控 脊髓 背 角 神 经 元 凋 亡 达到 镇 痛 效 果 。 方 法 “实验 于 2021 年 1 一 
6 月 在 广西 中 医药 大 学 、 广西 大 学 动物 医学 实验 中 心 完成 。 选 取 健康 雌性 SD 大 鼠 120 只 , 按 随 机 数字 表 法 分 为 正常 组 、 
模型 组 、 假 手术 组 、 假 推拿 组 和 枢 经 推拿 组 ， 每 组 24 只 ; 假手 术 组 、 模 型 组 、 假 推拿 组 和 枢 经 推拿 组 通过 结扎 Ls FF 
神经 来 制备 神经 病理 性 疼痛 大 鼠 模型 。 造 模 24h 后 ， 假 手术 组 暴露 Ls 兰 神经 几 分 钟 ， 不 予 结扎 ， 逐 层 缝合 关闭 伤口 ; 
假 推拿 组 轻 抚 大 鼠 双 后 上 肢 18 min; 枢 经 推拿 组 用 自 备 按摩 仪 循序 刺激 两 侧 足 少 阳 胆 经 上 的 环 跳 、 阳 陵 果 、 甚 钟 三 穴 ， 
刺激 力量 为 5N， 频 率 2 Hz， 每 穴 、 每 法 干预 1 min， 双 侧 6 个 穴位 ，3 种 手法 ， 共 计 18 min; 正常 组 、 模 型 组 正常 喂 
养 及 观察 ， 不 施加 任何 干预 。 于 造 模 前 及 造 模 后 1、3、7、14 d 分 别 进行 行为 学 检测 ( 机 械 缩 足 反射 国 值 、 热 缩 足 反 
射 潜伏 期 ) ; 分 别 于 干预 7、14 d， 随 机 抽取 12 只 进行 取材 检测 兰 散 组 织 中 介 导 TLR8/ERK 信号 通路 相关 和 蛋白 表达 情 
况 (ØRER Bel-2, Caspase-3, ERK, TLR8 蛋白 表达 水 平 ，LnecRNA-GAS5 、miR-21 基因 表达 水 平 ) 。 结 果 (1) 
行为 学 方面 ， 模 型 组 、 假 推拿 组 、 枢 经 推拿 组 大 鼠 造 模 后 1、3、7、14 d 机 械 缩 足 反 射 阔 值 均 低 于 正常 组 ( P<0.05 ) ; 
假 推 拿 组 、 枢 经 推拿 组 的 机 械 缩 足 反射 闷 值 在 造 模 后 14 d 均 高 于 模型 组 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 造 模 后 7、14 d 机 械 
缩 足 反射 闷 值 高 于 假 推 拿 组 ( P<0.05 ) 。 假 手术 组 、 枢 经 推拿 组 在 造 模 后 1、3、7 d 热 缩 足 反射 潜伏 期 均 低 于 正常 组 
( P<0.05 ) ; 假 推 拿 组 、 枢 经 推拿 组 在 造 模 后 7、14 d 热 缩 足 反 射 潜 伏 期 均 长 于 模型 组 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 在 造 
模 后 14 d 热 缩 足 反射 潜伏 期 长 于 假 推拿 组 ( P<0.05 ) 。 (2) 信号 通路 相关 蛋白 以 及 基因 表达 水 平方 面 ， 造 模 后 7 d, 
正常 组 Bcl-2 蛋白 表达 水 平 低 于 其 余 各 组 (P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 的 Bel-2 蛋白 表达 水 平 高 于 模型 组 ，Caspase-3、 
ERK, TLR8 蛋白 表达 水 平均 低 于 模型 组 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 的 Bcl-2、Caspase-3、ERK、TLR8 蛋白 表达 水 平 低 
于 假 推拿 组 ( P<0.05 ) ; 造 模 后 14 d， 枢 经 推拿 组 的 Bcl-2 蛋白 表达 水 平 仍 高 于 模型 组 ，Caspase-3、TLR8 蛋白 表达 
水 平 仍 低 于 模型 组 ， 而 ERK 蛋白 表达 水 平 高 于 模型 组 ( P<0.05 ) 。 造 模 后 74， 假 推拿 组 和 枢 经 推拿 组 LncRNA-GAS5 
基因 表达 水 平均 高 于 模型 组 ，miR-21 基因 表达 水 平均 低 于 模型 组 (P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 LncRNA-GASS 基因 表达 
水 平 高 于 假 推拿 组 ，miR-21 基因 表达 水 平 低 于 假 推拿 组 ( P<0.05 ) ; 造 模 后 14 d， 模 型 组 IncRNA-GAS5 基因 表达 水 
平 低 于 正常 组 ， 枢 经 推拿 组 与 假 推 拿 组 IncRNA-GASS 基因 表达 水 平 高 于 模型 组 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 与 假 推拿 组 
miR-21 基因 表达 水 平 高 于 模型 组 ( P<0.05 ) 。 结 论 ” 枢 经 推拿 手法 对 神经 病理 性 疼痛 大 鼠 起 到 一 定 的 镇 痛 效 果 ， 初 步 
推测 镇 痛 作用 机 制 可 能 是 通过 升 高 LncRNA-GAS5 的 表达 来 吸附 miR-21 介 导 TLR8ERK 通 路 相关 和 蛋白 抑制 神经 元 凋 亡 ， 
虽然 其 具体 机 制 未 明确 证 实 ,但 LncRNA-GAS5 有 望 成 为 以 后 治疗 神经 病理 性 疼痛 的 新 半点。 
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[ Abstract] Background Pivotal meridian massage for neuropathic pain obtained favorable results in recent years, 

however, its specific mechanism of action has not been fully elucidated. Objective To observe the analgesic effect of pivotal 
meridian massage on rats according to the research indexes taking rat model of neuropathic pain induced by L; spinal nerve ligation 
as the object of observation, to further investigate whether the analgesic effect is achieved by affecting LncRNA-GASS and then 
regulating the apoptosis of neurons in the dorsal horn of the spinal cord. Methods The experiment was conducted from January 
to June 2021 at the Experimental Center for Animal Medicine of Guangxi University of Chinese Medicine and Guangxi University. 
A total of 120 healthy female SD rats were randomly divided into the normal group, model group, sham-operated group, sham- 
manipulation group, and meridian manipulation group, with 24 rats in each group. Rat model of neuropathic pain was prepared 
by ligating the Ls spinal nerve in the sham-operated, model, sham—manipulation and meridian manipulation groups. After 
modeling for 24 hours, the L; spinal nerve was exposed for a few minutes without ligation, and the wound was closed layer by 
layer in the sham-operated group; hind limbs of the rats in the sham—manipulation group were gently stroked for 18 minutes; 
a self-made massager was used to sequentially stimulate the three acupoints on the bilateral Foot Shaoyang Gallbladder Meridian 
of Huan Tiao, Yang Ling Quan, and Xuan Zhong, with a stimulation force of 5 N, frequency of 2 Hz, intervention of 1 minute 
for each acupoint and technique, totaling 18 minutes in the meridian manipulation group. The normal group and model group were 
fed and observed normally without any intervention. Behavioral tests (mechanical withdrawal threshold and thermal withdrawal 
latency ) were performed before modeling and on days 1, 3, 7, and 14 after modeling. On days 7 and 14 of the intervention, 12 
rats were randomly selected for tissue sampling to detect the expression of TLR8/ERK signaling pathway-related proteins ( Bcl- 
2, Caspase-3, ERK, TLR8 protein levels ) and the expression levels of LnecRNA-CAS5 and miR-21 genes in the spinal cord 
tissue. Results (1) In terms of behavioral observations, the mechanical withdrawal threshold of the model group, sham- 
manipulation group, and meridian manipulation group was lower than the normal group on days 1, 3, 7, and 14 after modeling 

( P<0.05 ) . The mechanical withdrawal threshold of the sham—manipulation group and meridian manipulation group was higher 
than the model group on day 14 after modeling ( P<0.05 ) . The mechanical withdrawal threshold of the meridian manipulation 
group was higher than the sham—manipulation group on days 7 and 14 after modeling ( P<0.05 ) . The thermal withdrawal latency 
in the sham—manipulation group and meridian manipulation group was shorter than the normal group on days 1, 3, and 7 after 
modeling ( P<0.05 ) . The thermal withdrawal latency in the sham—manipulation group and meridian manipulation group was 
longer than the model group on days 7 and 14 after modeling ( P<0.05 ) . The meridian manipulation group had longer thermal 
withdrawal latency than the sham—manipulation group on day 14 after modeling ( P<0.05 ) . (2 ) In terms of protein and gene 
expression levels related to the signaling pathway, on day 7 after modeling, the Bcl-2 protein expression level in the normal 
group was lower than the other groups ( P<0.05 ) . The Bcl-2 protein expression level in the meridian manipulation group was 
higher than the model group, while the Caspase-3, ERK, and TLR8 protein expression levels were lower than the model group 

( P<0.05 ) . The Bel-2, Caspase-3, ERK, and TLR8 protein expression levels in the meridian manipulation group were lower 
than the sham—manipulation group ( P<0.05 ) . On day 14 after modeling, the Bcl-2 protein expression level in the meridian 
manipulation group remained higher than the model group, while the Caspase—3 and TLR8 protein expression levels remained 
lower than the model group, and the ERK protein expression level was higher than the model group ( P<0.05 ) . After 7 days 
of modeling, the expression level of LncRNA-GASS gene in the sham—manipulation group and meridian manipulation group 
was higher than the model group, while the expression level of miR-21 gene was lower than the model group ( P<0.05 ) . The 
expression level of LncRNA-GASS gene in the meridian manipulation group was higher than the sham—manipulation group, 
while the expression level of miR-21 gene was lower than the sham—manipulation group ( P<0.05 ) . After 14 days of modeling, 
the expression level of LncRNA-GASS gene in the model group was lower than the normal group, while the expression level of 
LncRNA-GASS gene in the meridian manipulation group and sham—manipulation group was higher than the model group( P<0.05 ). 
The expression level of miR—21 gene in the meridian manipulation group and sham—manipulation group was higher than the model 
group ( P<0.05 ) . Conclusion The meridian manipulation technique has a certain analgesic effect on rats with neuropathic pain. 


It is initially hypothesized that the analgesic mechanism may be achieved by upregulating the expression level of LncRNA-—GASS to 
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inhibit neuronal apoptosis by adsorbing miR-21 to mediate TLR8/ERK pathway-related proteins. Although the specific mechanism 


has not been conclusively confirmed, LncRNA-GASS is expected to be a new target for future treatment of neuropathic pain in the 


future. 


{ Key words ] 


神经 病理 性 疼痛 (neuropathic pain, NPP ) 是 指 由 
中 枢 支 配 的 躯体 感觉 神经 系统 受 损 而 导致 的 疼痛 ， 属 于 
难 治 性 慢性 疼痛 综合 征 , 通常 表现 为 自发 痛 、 触 诱发 痛 、 
痛觉 过 敏 以 及 感觉 异常 等 临床 症状 ， 其 持续 时 间 一 般 超 
过 3 个 月 ， 影响 患者 睡眠 质量 ， 进 一 步 引 起 患者 焦虑 、 
抑郁 等 情绪 障碍 ， 严 重 危 害 了 患者 的 生活 质量 。 
NPP 仍 是 当前 医学 界 或 竺 攻克 的 难题 之 一 ， 其 发 病 机 制 
尚 无 完善 理论 解释 ， 也 无 特效 治疗 方案 ， 因 此 寻找 一 种 
安全 高 效 的 治疗 方法 人 迫在眉睫。 十 往 至 今 ， 祖 国医 学 对 
各 种 疼痛 的 病因 、 病 机 已 形成 较为 系统 的 认识 ， 在 长 期 
的 临床 工作 中 中 医药 镇 痛 治 疗 NPP 取得 了 不 错 的 疗效 ， 
才 别 是 近年 来 针灸 、 推 拿 等 中 医 外 治 的 镇 痛 效 果 也 取得 
了 一 定 进 展 一  ， 相 比 于 药物 、 外 科 等 镇 痛 方 法 ， 其 经 
济 安 全 、 效 果 优 良 、 不 良 反 应 少 等 优势 受到 广大 医生 和 
患者 的 青睐 ， 成 为 临床 关注 的 热点 。 然 而 ， 中 医药 在 治 
JF NPP 方面 缺乏 明确 的 镇 痛 机 制 且 临 床 研 究 质 量 良 劳 
不 齐 ， 使 其 无 法 在 疼痛 治疗 中 获得 更 高 证 据 级 别 推荐 ， 
这 有 得 于 中 医药 在 临床 上 的 进一步 应 用 和 推广 。 
枢 经 推拿 是 基于 枢 经 学 说 ， 强 调 以 “ 枢 ” 为 主 、 
“ 转 ” 为 精髓 来 总 枢 全 身 之 气 机 ， 调 转 气 血 精液 之 运行 
为 作用 的 中 医 推拿 疗法 。 枢 经 是 气 机 交接 转 枢 之 地 ， 体 


现在 转 枢 表 里 阴阳 之 气 和 通 调 脏腑 之 气 ， 起 到 行 气 活 
Wh, BHA ye! ， 因 此 体 表 少 阳 、 少 阴 两 枢 的 


经 络 穴位 在 推拿 手法 的 作用 加 持 下 ， 能 更 有 效 地 缓解 、 
消除 疼痛 ， 且 NPP 部 位 与 受 损 区 域 有 直接 联系 ， 故 可 
尝试 通过 枢 经 推拿 作用 于 受 损 区 域 来 缓解 疼痛 。 神 经 
损伤 会 改变 miRNA 的 表达 ， 而 miR-21 作为 其 中 的 一 
员 ， 已 有 研究 证 实 其 在 神经 保护 和 修复 过 程 中 发 挥 了 重 
要 作用 。 作 为 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 (MAPK ) 家 族 
重要 成 员 之 一 的 细胞 外 调节 和 蛋白 激酶 CERK) ， 经 活化 
作用 后 进入 细胞 核 ， 通 过 激活 核糖 体 So 激酶 使 CREB 
磷酸 化 ， 从 而 调节 其 下 游 相关 因子 转录 ， 参 与 突 触 可 
塑性 ， 抑 制 神 经 元 凋 亡 ， 介 导 神 经 元 修复 与 再 生 等 活 
oy). TLRS 是 轴 突 生长 的 负 调 控 因 子 及 神经 元 凋 亡 的 
诱导 因子 !") ， 最 新 研究 表明 ，Toll 样 受 体 8 (TLR8 ) 
在 NPP 大 鼠 的 桨 髓 背 角 中 表达 显著 增加 ，miR-21 是 其 
内 源 性 配 体 ，TLR8 通过 miR-21 的 活化 导致 ERK 磷酸 
化 介 导 炎症 介质 的 产生 以 及 神经 元 的 过 度 兴 奋 来 参与 
NPP'""， 因 此 通过 抑制 miR-21 介 导 的 TLR8/ERK 通 
路 可 能 影响 准 髓 背 角 神经 元 的 凋 亡 从 而 阻隔 疼痛 传递 。 
长 链 非 编码 RNA GAS5 (LncRNA-GAS5 ) 已 证 明 与 神 
经 元 的 凋 亡 发 生 密切 相关 "| ,在 前 期 的 预 实验 中 发 现 ， 


Pain; Neuropathic pain; Tuina therapy; Pivot meridian massage; LncRNA-CASS; Analgesia; Rats 
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拿 干 预后 表达 升 高 ， 因 此 本 课题 组 推断 枢 经 推拿 可 能 通 
过 影响 LncRNA-GASS 表达 进而 参与 调控 NPP 的 发 生 、 
发 展 和 维持 。 基 于 此 , 本 研究 构建 L; 痊 神经 结扎 ( spinal 
nerve ligation, SNL) 疼痛 模型 大 鼠 ， 观 察 栋 经 推拿 对 
SNL 大 鼠 疹 髓 背 角 组 织 中 LncRNA-GAS5、miR-21 基因 、 
ERK, TLR8 蛋白 及 其 他 涉及 此 通路 的 因子 表达 水 平 的 
变化 影响 ， 旨 在 深入 探讨 基于 LncRNA-GAS5 下 枢 经 推 
EXT SNL 大 鼠 的 镇 痛 作 用 及 机 制 ， 以 期 为 临床 枢 经 推 
拿 治疗 NPP 提供 有 力 的 科学 研究 依据 。 

1 材料 与 方法 

1.1 时 间 及 地 点 “实验 于 2021 年 1—6 月 在 广西 中 医 
药 大 学 、 广 西 大 学 动物 医学 实验 中 心 完成 。 

1.2 材料 

1.2.1 实验 动物 选取 120 RER, MEE SD 大 鼠 ， 
体质 量 140~160 g ( 购 于 湖南 斯 莱克 公司 ， 使 用 许可 
WE: SYXK ( 桂 ) 2019-0004] ， 在 广西 大 学 动物 医 
学 实验 中 心 分 笼 饲 养 ， 饲 养 条 件 : 室温 20~25 C, 
湿度 35%~45%, 12h 自然 光照 ， 自 由 饮水 进食 。 实 
验 研 究 通过 广西 中 医药 大 学 动物 实验 伦理 审查 (No. 
DW20220621-129 ) 。 

1.2.2 ”主要 实验 试剂 ”注射 用 青霉素 钠 (齐齐哈尔 市 双 
富 兽 药 有 限 公 司 ， 中 国 ) ， 水 合 氯 醛 (成 都 市 科 龙 化 工 
试剂 厂 ， 中 国 ) ，DEPC 处 理 水 ( 上海 吉 凯 基因 医学 科 
技 股份 有 限 公 司 , PE), BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 ( 北 
京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 , 中 国 ) , 免 抗 鼠 TLR8 (Abcam, 
英国 ) , HLR ERK (Abcam, 英国 ) 。 

1.2.3 ”主要 实验 仪器 ”大 鼠 脑 立体 定位 仪 (Narishiga， 
HÆ) 光学 显微镜 ( 奥 林 巴 斯 CX23， 中 国 青岛 ) ， 共 
聚焦 显微镜 ( 奥 林 巴 斯 BX43， 中 国 青 岛 ) ， 酶 标 仪 
(OLYMPUS, 日 本 ) , 低温 高 速 离心 机 (上 EPPENDORF， 
德国 ) ，Von Frey 纤维 丝 测 痛 仪 ( Stoelng， 美国 ) ， 热 
板 痛觉 测试 仪 CITC, 美国 ) , 按摩 推拿 手法 模拟 仪 ( 中 
国人 民 共 和 国 发 明 专利 号 : ZL200710187403.1 ) 。 

1.3 实验 方法 

1.3.1 实验 动物 分 组 ”大 鼠 适 用 性 喂养 7d4 后 ， 按 随机 
数字 表 法 分 为 正常 组 、 模 型 组 、 假 手术 组 、 假 推拿 组 和 
枢 经 推拿 组 ， 每 组 24 只 。 假 手术 组 、 模 型 组 、 假 推拿 
组 和 枢 经 推拿 组 进行 造 模 。 
13.2 ”实验 动物 模型 制备 ”参照 KIM 4°?! 的 方法 制备 
SNL 大 鼠 模 型 具体 如 下 : (1) 大 鼠 腹 腔 注射 7% 水 
AME ( 按 体质 量 4 mL/kg ) 深度 麻醉 。 (2 ) 清洁 备 皮 ， 
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向 做 一 长 约 1.8 cm 的 切口 。 (3 ) 钝 性 分 离 皮 肤 、 筋 膜 
浅 组 织 及 肌肉 深 组 织 ， 暴 露 L 椎 体 横 突 ， 随 后 用 咬 骨 
钳 咬 断 Ls 横 突 和 Ly. Le 锥 体 之 间 的 骨 性 连接 ， 充 分 暴 
T L 次 神经 。 (4) 将 暴露 的 L; 浴 神 经 用 无 创 尼 龙 线 
双 层 紧密 结扎 , 整个 操作 过 程 禁 止 过 度 率 拉 浴 神经。( 5 ) 
最 后 也 0.9% 氧化 钠 溶液 冲洗 伤口 彻底 止血 后 逐 层 缝 闭 
伤口 。 

造 模 成 功 标 准 : 休息 状态 下 可 见 大 鼠 出 现 经 常 性 生 
醋 、 术 侧 下 胶 后 足 悬 室 ， 活 动 状态 下 可 见 大 鼠 出 现 保护 
性 县 起 术 侧 下 上肢 行 为 ,无 患 肢 竣 痪 、 拖 步 等 运动 障碍 ， 
即 可 判定 造 模 成 功 。 

1.3.3 ”分 组 治疗 方法 “” 造 模 成 功 后 ， 正 常 组 、 模 型 组 正 
稼 喂养 及 观察 ， 不 施加 任何 干预 ; 假手 术 组 切 开 组 织 
暴露 Ls 兰 神 经 几 分 钟 ， 不 予 结 扎 ， 并 未 造成 神经 实质 
性 损伤 ; 假 推拿 组 在 布袋 的 约束 下 轻 抚 大 鼠 双 后 肢 18 
min; 枢 经 推拿 组 用 自 备 按摩 仪 模拟 点 法 、 揉 法 、 拨 法 
三 种 手法 ， 分 别 循序 刺激 两 侧 足 少 阳 胆 经 上 的 环 跳 、 
阳 陵 泉 、 甚 钟 三 穴 ， 刺 激 力量 为 5 N， 频 率 为 2 Hz， 每 
穴 每 法 干预 1 min, IUM 6 个 穴位 ，3 种 手法 ， 共 计 18 
14 ”主要 观察 指标 ”于 造 模 前 及 造 模 后 1、3、7、14 d 
分 别 进行 行为 学 检测 ( 机 械 缩 足 闵 值 、 热 缩 足 潜伏 期 ) ， 
分 别 于 干预 7、14 d， 随 机 抽取 12 只 进行 取材 检测 冰 髓 
组 织 中 介 导 TLR8/ERK 信号 通路 相关 和 蛋白 表达 情况 (OF 
髓 组 织 Bcl-2, Caspase-3, ERK, TLR8 蛋白 表达 水 平 ， 
LncRNA-GAS5、miR-21 表达 水 平 ) 。 

1.4.1 BLAU AE ”将 大 鼠 放 入 底部 铁丝 网 孔 镀 
为 0.5 em x 0.5 em 的 透明 铁 笼 中 ， 待 大 鼠 适 应 周围 环境 
后 ,分 别 用 代表 不 同 刺 激 强 度 的 von—Frey 纤维 丝 从 底 
部 铁丝 网 穿 过 ， 直 接 刺 激 大 鼠 左 足 底 中 心 部 位 ， 刺 激 力 
度 由 小 到 大 ， 观 察 大 鼠 出 现 缩 足 或 拌 足 等 阳性 行为 后 停 
止 刺激 ， 并 记录 数据 。 连 续 测 量 3 次 ， 取 平均 值 作为 机 
WAR EAL 

1.4.2” 热 缩 足 潜伏 期 测定 ”室内 空调 恒温 于 25 C, W 
板 痛觉 测 试 仪 置 于 有 机 透明 玻璃 动物 笼 内 ， 将 测试 仪 温 
度 调 至 55 CC 后 放 入 大 鼠 ， 并 封闭 盖子 按 下 计时 器 。 当 
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大 和 鼠 后 ， 迅 速 分 离 大 鼠 痊 柱 旁 肌肉 及 组 织 ， 取 出 腰 膨 大 
Be (Lys) ARAB; 随后 使 用 液 氮 冷冻 组 织 ， 置 
于 -80 冰箱 冻 存 ， 标 本 使 用 期 限 应 在 3 个 月 内 。 
1.4.4 KE paH ZA Bcl-2、Caspase-3、ERK、TLR8 
蛋白 表达 水 平 检测 ” 取 1.4.3 PARRA, RI 
Western Blot 检测 组 织 内 蛋白 水 平 : 测定 目的 蛋白 含量 ， 
制备 蛋白 上 样 样本 , 采用 10% 分 离 胶 , 根据 目的 蛋白 、 
内 参 的 分 子 量 进行 切 胶 后 转 膜 ， 再 行 免疫 反应 化 学 发 光 
处 理 进行 凝 胶 成 像 分 析 ， 最 后 使 用 Bio-Rad 自 带 软件 对 
各 条 带 密度 进行 测定 。 

1.4.5 KER PEHR LncRNA-GASS, miR-21 表达 水 
平 检测 1.4.3 a oP AE ZN, RH Trizol 试剂 
提取 相应 组 织 和 细胞 中 总 RNA， 采 用 Takara 反 转 录 
试剂 盒 PrimeScriptTMRTMaster Mix ( DRRO36A ) 说 明 
P, 将 RNA 样本 逆转 录 为 cDNA， 再 根据 2 x Taq PCR 
MasterMix 试剂 说 明 书 进行 实时 欧 光 PCR 扩 增 反应 。 
14.6 免疫 荧光 所 有 切片 需 经 过 梯度 二 甲 莱 脱 晴 
(100%, 90%, 80% ) 及 梯度 乙醇 水 化 处 理 (100%、 
90%., 80%., 70%) 以 备 染 色 处 理 。 各 组 切片 浸泡 PBS 5 
min 后 滴 加 3% H202， 在 室温 下 孵育 15 min; 再 用 PBS 
充分 洗涤 后 滴 加 山羊 血清 ， 室 温 孵 育 1 h。 一 抗 NeuN 
(1 : 400) 在 45% 冰 箱 留 夜 ,， 次 日 PBS 冲洗 3 次 ; 二 
Hi (FITC ) 避 光 常温 孵育 1h, PBS 冲洗 3 次 ; DAPI J 
育 25 min 复 染 核 ， 于 效 光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 ， 适 应 
Image) 软件 摄取 各 组 荧光 强度 图 片 。 

1.4.7 细胞 凋 亡 检 测 ”所 有 切片 需 经 过 梯度 二 甲 茶 脱 晴 
(100%, 90%, 80% ) 及 梯度 乙醇 水 化 处 理 (100%、 
90%. 80%. 70% ) 以 备 染 色 人 处 理 ; 滤纸 吸 干 切片 组 织 
周围 的 水 分 ， 滴 加 100 pL1x BARK 至 各 个 样本 
上 ， 置 于 37 % 恒 温 下 反应 20 min; 样本 通 透 完毕 后 ， 
PBS 漂洗 3 次 ; 其 次 ， 往 各 个 样本 中 滴 加 100 uL TAT 
Equilibration Buffer， 置 于 37 % 恒 温 下 反应 10~30 min 后 
利用 吸水 纸 吸 除 样 本 中 的 TdT Equilibration Buffer; 每 个 
样本 再 滴 加 50 pL 标记 工作 液 ， 放 入 湿 盒 中 避 光 反应 1 
h; 将 各 个 样本 再 次 浸入 PBS 漂洗 3 次 ; 同 前 吸 干 水 分 后 ， 
往 各 个 样本 滴 加 DAPI 对 细胞 核 进行 复 染 ; 最 后 将 各 个 
样本 浸入 PBS 漂洗 4 次 ; ERS tEAM CA 
备 ) 的 封 片 剂 封 片 ; 适应 Image) 软件 摄取 各 组 荧光 强 


点 


观察 到 大 鼠 开始 出 现 频繁 抬 足 、 栈 不 等 阳性 行为 后 停止 
计时 并 记录 时 间 。 连 续 测量 3 次 ， 每 次 间隔 20 min， 取 
平均 值 作为 大 鼠 热 痛 缩 足 反 应 潜伏 期 。 

14.3 ”取材 对 大 鼠 禁 食 12 h RARE AE 
重 记录 ， 取 材 使 用 的 手术 器 械 前 一 晚 用 0.1% DEPC 处 
理 水 浸泡 ， 以 防止 酶 污染 ; 按 体 质量 4 mL/kg 标准 腹腔 
注射 10% 水 合 氧 醛 麻醉 ， 回 抽 无 血液 回流 方 可 注射 ， 
大 鼠 四 肢 无 伸缩 等 动作 即 为 麻 醇 成功; 断 头 处 死 麻 醉 的 


度 图 片 。 

1.5 统计 学 方法 “采用 SPSS 25.0 软件 对 数据 进行 分 析 ， 
计量 资料 以 (x+s) 表示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方差 
分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 LSD-i 检验。 以 P<0.05 为 差 
异 有 统计 学 意义 。 

2 结果 

2.1 各 组 大 鼠 行为 学 表现 

2.1.1 机 械 缩 足 反 射 阔 值 比较 造 模 前 ， 各 组 大 鼠 机 


202307.00275v1 


chinaXiv 


中 国 全 科 医 学 


械 缩 足 反射 闪 值 比较 ， 差 异 无 统计 学 意义 ( P>0.05 ) 。 
模型 组 、 假 推拿 组 、 枢 经 推拿 组 造 模 后 1、3、7、14 d 
机 械 缩 足 反射 阐 值 均 低 于 正常 组 ， 差异 有 统计 学 意义 
( P<0.05 ) ; 假手 术 组 在 造 模 后 7、14 d 机 械 缩 足 反射 
闵 值 与 正常 组 比较 ， 差 异 无 统计 学 意义 ( P>0.05) ; 假 
推拿 组 、 枢 经 推拿 组 的 机 械 缩 足 反射 闵 值 在 造 模 后 14 d 
均 高 于 模型 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; WAHE 
拿 组 造 模 后 7、14 d 机 械 缩 足 反射 闪 值 高 于 假 推 拿 组 ， 
差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) 。 见 表 1。 

2.1.2 ” 热 缩 足 反射 潜伏 期 比较 ” 造 模 前 ， 各 组 大 鼠 热 缩 
足 反射 潜伏 期 比较 ， 差 异 无 统计 学 意义 ( P>0.05) 。 假 
手术 组 、 枢 经 推拿 组 在 造 模 后 1、3、7 d 热 缩 足 反射 潜 
伏 期 均 低 于 正常 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 造 
模 后 14 d 假手 术 组 、 枢 经 推拿 组 热 缩 足 反射 潜伏 期 与 
正常 组 比较 , 差异 无 统计 学 意义 ( P>0.05 ) ; 假 推拿 组 、 
枢 经 推拿 组 在 造 模 后 7、14 d 热 缩 足 反射 潜伏 期 均 长 于 
模型 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 在 
造 模 后 14 d 热 缩 足 反 射 潜伏 期 长 于 假 推拿 组 ， 差 异 有 
统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 2。 

2.2 aes S TLR8/ERK 信和 号 通路 相关 和 蛋白 表 
达 情 况 

2.2.1 Æ #82 ZF Bcl-2, Caspase-3, ERK, TLR8 蛋 
白 表 达 水 平 比 较 ” 造 模 后 7d, IEA Bel-2 蛋白 表达 
水 平 低 于 其 余 各 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 假 
推拿 组 、 假 手术 组 与 模型 组 的 Caspase-3、ERK EAK 
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达 水 平 比较 ， 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05) 。 枢 经 推 
拿 组 的 Bcl-2 蛋白 表达 水 平 高 于 模型 组 ， Caspase-3、 
ERK, TLR8 蛋白 表达 水 平均 低 于 模型 组 ， 差 异 有 统计 
学 意义 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 的 Bcl-2、 Caspase-3 , 
ERK, TLR8 和 蛋白 表达 水 平均 低 于 假 推拿 组 ， 差 异 有 统 
计 学 意义 (P<0.05 ) ， 见 表 3 RA 1。 

造 模 后 14 d， 枢 经 推拿 组 的 Bel-2 蛋白 表达 水 平 仍 

高 于 模型 组 ，Caspase-3、TLR8 和 蛋白 表达 水 平 仍 低 于 模 
型 组 ， 而 ERK 和 蛋白 表达 水 平 高 于 模型 组 ， 差 异 有 统计 
学 意义 (P<0.05) ， 见 表 4 及 图 2. 
2.2.2 MEHR P miR-21, LncRNA-GASS 基因 表达 水 
平 比较 ” 造 模 后 7 d， 假 推拿 组 和 枢 经 推拿 组 LncRNA- 
GASS 基因 表达 水 平均 高 于 模型 组 ，miR-21 基因 表达 水 
平均 低 于 模型 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; BA 
推拿 组 与 假 推拿 组 的 miR-21, LncRNA-GASS 基因 表达 
水 平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 枢 经 推拿 组 
LncRNA-GAS5S 基因 表达 水 平 高 于 假 推 拿 组 ，miR-21 基 
因 表 达 水 平 低 于 假 推拿 组 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ), 
见 表 5。 

造 模 后 14 d4， 模 型 组 hcRNA-GAS5 基因 表达 水 平 
低 于 正常 组 ， 枢 经 推拿 组 与 假 推拿 组 IncRNA-GASS 基 
因 表 达 水 平 高 于 模型 组 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 
枢 经 推拿 组 与 假 推 拿 组 miR-21 基因 表达 水 平 高 于 模型 
组 ， 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 6。 

2.3 ”免疫 严 光 检测 各 组 大 鼠 冰 髓 组 织 内 神经 元 凋 亡 情 


表 1 各 组 大 鼠 造 模 前 后 的 机 械 缩 足 反 射 国 值 比较 (xs ) 


Table 1 Comparison of mechanical withdrawal threshold before and after modeling in each group of rats 


组 别 造 模 前 造 模 后 1 d 造 模 后 3 d 造 模 后 7d 造 模 后 14d 
正常 组 54.33 上 0.79 54.77 + 5.76 49.80 + 3.84 53.01 + 5.37 54.21 + 0.57 
模型 组 54.33 + 0.79 7.41 + 1.33" 11.94 + 3.58" 14.47 + 2.16" 21.70 + 3.50° 

枢 经 推拿 组 54.33 + 0.79 14.21 + 1.345 "" 20.73 + 1.10" ™ ° 41.54 + 1.735 ™ 9 45.21 +4.60 ™ “ 
假 推 拿 组 55.41 + 2.35 13.80 + 1.10" ” 15.49 + 3.68" 20.48 + 2.12" 28.54 + 3.02” ” 
假手 术 组 55.53 上 0.61 36.21 + 4.02" 42.15 42.19" ™ ° 48.09 + 3.69" © 50.67 + 4.66" ‘ 

F fË 0.75 108.20 90.90 80.30 47.10 

P {Ë 0.577 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 


注 :“ 表 示 与 正常 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 模型 对 照 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 假 推 拿 组 比较 P<0.05, 


“表示 与 假手 术 组 比较 P<0.05。 


表 2 各 组 大 鼠 造 模 前 后 热 缩 足 反射 潜伏 期 比较 (3;) 


Table2 Comparison of thermal withdrawal latency of rats in each group before and after modeling 


组 别 造 模 前 造 模 后 1d 造 模 后 3d 造 模 后 7d 造 模 后 14d 
正常 组 28.09 + 0.68 25.85 + 2.10 28.42 + 1.62 27.44 + 0.10 27.42 + 1.47 
模型 组 29.16 + 3.64 12.62 + 1.25" 11.86 + 2.36" 10.22 + 1.03° 9.56 + 0.59" 

枢 经 推拿 组 30.19 + 5.39 15.73 £2.15" 18.08 +0.77" "°° 4 16.86 + 1.71" >" 24.19 + 2.27” © 
假 推拿 组 29.44 + 2.99 11.95 + 4.98" 11.91 + 1.60" 14.57 + 3.95"? 17.91 + 3.34"? 
假手 术 组 30.19 + 4.61 17.30 + 2.68" ° 21.39 + 1.24" ™ 22.01 + 2.44" ™ ° 26.34 + 1.89" © 

F ffi 0.15 10.90 56.60 26.20 36.90 

P {fi 0.95 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 


注 :“ 表 示 与 正常 组 比较 P<0.05, ” 表示 与 模型 对 照 组 比较 P<0.05, © 


长 示 与 假 推拿 组 比较 P<0.05, “表示 与 假手 术 组 比较 P<0.05。 
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#3 造 模 后 7d SAAR AAA Bel-2, Caspase-3, ERK, TLR8 蛋白 表达 水 平 比 


Table 3 Comparison of protein expression levels of Bcl-2, Caspase-3, ERK, and TLR8 in spinal cord tissues of rats in each group on day 7 after modeling 
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BE (x +s) 


组 别 Bcl-2 Caspase—3 ERK TLR8 
正常 组 0.42 + 0.08 0.54 + 0.03 0.62+0.11 0.13 + 0.03 
模型 组 0.49 + 0.09" 0.66 + 0.05" 0.70 + 0.12" 0.19 + 0.03" 
枢 经 推拿 组 0.56 £0.10" ™ ® ° 0.51 £0.05" © ° 0.53 +0.10% > ® 9 0.08 + 0.015 > ® 9 
假 推拿 组 1.14+0.10" ” 0.73 + 0.11" 0.86 + 0.13" 0.12 + 0.03” 
假手 术 组 1.29+0.12*" 0.71 + 0.03" 0.76 + 0.13" 0.15 + 0.02 
F {8 50.60 5.60 3.40 4.90 
P 值 <0.001 0.01 0.01 0.01 
注 :“ 表 示 与 正常 组 比较 P<0.05,“" 表 示 与 模型 对 照 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 假 推拿 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 假手 术 组 比较 ，P<0.05; ERK= 


调节 蛋白 激酶 ，TLR8=Toll 样 受 体 8。 


RA 造 模 14 天 各 组 大 鼠 疹 髓 组 织 中 Bel-2, Caspase-3, ERK, TLR8 蛋白 表达 水 平 比 较 (Fs) 


Table 4 Comparison of protein expression levels of Bcl-2，Caspase-3， 


ERK, and TLR8 in spinal cord tissues of rats in each group on day 14 after 


modeling 


组 别 Bel-2 Caspase-3 ERK TLR8 
正常 组 0.08 + 0.04 0.23 + 0.03 0.43 + 0.03 0.12 + 0.02 
模型 组 0.48 + 0.21" 0.57 + 0.07" 0.54 + 0.02" 0.20 + 0.03" 

枢 经 推拿 组 0.88 +0.19% ™ © 0.25 + 0.03": ° 0.71 +0.04" > e ° 0.15 £0.02" ° 
假 推拿 组 0.43 £0.19" 0.35 + 0.07"? 0.56 + 0.03" 0.17 + 0.03" 
假手 术 组 0.73 + 0.23" 0.24 + 0.01" ° 0.60 + 0.04" 0.18 + 0.03" 

F {Ë 8.20 26.80 28.40 4.60 

P 值 0.003 <0.001 <0.001 0.020 

注 :“ 表 示 与 正常 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 模型 对 照 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 假 推拿 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 假手 术 组 比较 ，P<0.05。 


Bcl-2 有 一 o æ 26 kDa 


Caspase-3 = 一 -一 _ — = 32 kDa 
á Ss > 
K— a mmm 4 


G-actin a er a tm 21D: 


图 1 造 模 7d 各 组 大 鼠 Bel-2, Caspase-3, ERK, TLR8 蛋白 表达 水 
平 变化 
Figure 1 Changes of Bcl-2, Caspase-3, ERK, TLR8 protein levels in 


spinal cord tissue of rats on day 7 after modeling 


况 JH TUNEL/DAPI 4il NeuN/DAPI 荧光 染色 定位 观察 
神经 元 凋 亡 ， 结 果 显 示 ， 造 模 后 7 d 与 正常 组 比较 ， 模 
型 组 、 假 推拿 组 、 假 手术 组 、 枢 经 推拿 组 中 细胞 凋 亡 
(TUNEL 阳性 细胞 ) 增多 ， 神 经 元 ( NeuN 阳性 细胞 ) 
显著 减少 ; 而 枢 经 推拿 组 与 模型 组 、 假 推拿 组 比较 ， 细 


胞 凋 亡 减少 ， 神 经 元 数量 较 多 ， 且 神经 元 凋 亡 减少 ， 见 
图 3 及 图 4。 
3 讨论 


对 NPP 的 溯源 发 现 ， 古 代 医 学 根据 其 临床 表现 将 
HBR SE” WE, AKIR P A NPP 大 鼠 模 型 背 


Bcl-2 ”有 rrr ee 26kDa 
Caspase-3 — Å- = æ 32 kDa 
hk a i Se si 


TLR8 120 kDa 


42 kDa 


B -actin 


Ce 


图 2 造 模 14d 各 组 大 鼠 Bcl-2、Caspase-3、ERK、TLR8 蛋白 表达 
水 平 变化 


Figure 2 Changes in protein expression levels of Bcl-2, Caspase-3, 


ERK, and TLR8 in rats of each group on day 14 after modeling 


部 肌肉 疼痛 、 神 经 损伤 ， 再 结合 其 术 后 跨行 、 抬 足 等 外 
WAL, FORT “UIE” IER, 通过 辨证 分 析 其 核 
心病 机 为 气 血 兽 阻 筋 脉 。 枢 经 推拿 是 基于 枢 经 学 说 理论 
进行 的 推拿 治疗 , 枢 经 学 说 理论 源 自 《 黄帝 内 经 》, 如 《 素 
lh] - 阴阳 离合 论 》 日 : “RHF, MHAE, DHW 
“RHAFF, BREAD Ta], ZO BAA” A 
观 历史 各 代 医 家 对 三 种 经 脉 作用 如 星罗棋布 般 的 论述 ， 
其 中 较 有 代表 的 论述 为 “开阔 统 百 病 ， 枢 统 开 阅 ”' | 。 
“ 枢 经 ”是 调节 人 体 气 血 运行 、 脏 腑 功能 平衡 的 中 枢 ， 
因此 气 血 津液 的 运行 输 布 及 脏腑 生理 功能 的 发 挥 在 “ 枢 


I 
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RS WRT d AAK B M 
达 水 平 比 较 (xs) 


日 织 中 miR-21, LncRNA-GASS 基因 表 
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表 6 造 模 14d SAKA REHA P miR-21, LncRNA-GASS 基因 表 
达 水 平 比较 (xs) 


Table 5 Comparison of gene expression levels of miR-21, LncRNA- Table 6 Comparison of gene expression levels of miR-21, LncRNA- 
GASS in spinal cord tissue of rats on day 7 after modeling GASS in spinal cord tissue of rats on day 14 after modeling 
组 别 LncRNA-GAS5 miR-21 组 别 LnceRNA-GAS5 miR-21 
正常 组 1.00 + 0.08 1.05 + 0.37 正常 组 1.00 + 0.08 1.00 + 0.01 
模型 组 0.29 + 0.04" 2.77 + 0.62" 模型 组 0.20 + 0.07" 0.67 £0.01" 
枢 经 推拿 组 3.33 +0.70" "~" 0.39 + 0.12" ™ < 枢 经 推拿 组 4.79 +0.79" "9 3.19+0.00" ™ © ° 
假 推拿 组 2.37 + 0.34"? 1.10 + 0.32° 假 推拿 组 2.13 + 0.49" ? 5.10 + 0.05" ” 
假手 术 组 0.71 +0.17" § 0.38 + 0.06" ™ ‘ 假手 术 组 0.63 + 0.07" * ‘ 1.35+0.01" ™ “ 
F {E 36.9 22.1 F (Ë 58.3 57.4 
P ffi <0.001 <0.001 P {ti <0.001 <0.001 
TE: “表示 与 正常 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 模型 对 照 组 比较 “Es “表示 与 正常 组 比较 P<0.05, "表示 与 模型 对 照 组 比较 
P<0.05,“ 表 示 与 假 推 拿 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 假手 术 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 假 推拿 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 假手 术 组 比较 
P<0.05. P<0.05。 


| 
ae 
4 Bee 


模型 组 正常 


注 : A 为 NeuN/DAPI 染色 对 比 ，NeuN 为 正常 活 的 神经 经 元 ,标尺 =50 um; B 为 Tunel/DAPI 染色 对 Ik, Tunel 为 调 亡 的 细胞 ， 标 尺 =50 pm, 
3 造 模 7d AAA AAA ocd Po 


Figure 3 Neuronal apoptosis in spinal cord tissue of rats on day 7 after modeling 


枢 经 推拿 组 


枢 经 推拿 组 假 推拿 组 


假手 术 组 


假手 术 组 


hitp://oww.chinagp.net E-mail:zg chinagp.net.cn 
L SL E SF 


A RE RSL, TREE RE. DAAE 
关 刍 作用" 。 足 少 阳 胆 经 作为 枢 经 之 一 ， 其 位 于 人 体 
之 侧 ， 循 行 周身 众多 筋肉 骨节 ， 而 骨骼 筋肉 功能 依靠 着 
机 体 各 功能 的 正常 运作 ， 其 中 气 血 的 调和 尤为 重要 ; 经 


Tunel 


DAPI 


Merged 


> 


模型 


H 2 


NeuN 


DAPI 


Merged 


模型 组 
注 : AON NeuN/DAPI ? 
图 4 造 模 
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儿 气 血 运 行 的 通道 ， 推 拿 通 过 作用 于 枢 经 上 的 脸 六 能 
够 秉承 调运 全 身 气 血 运 行 之 枢纽 , 尤 以 下 利 胆 经 之 气 血 ， 
筋 兽 疼痛 得 以 缓解 。 由 此 可 见 , 干预 NPP 的 关键 经 络 
是 足 少 阳 胆 经 ， 此 次 研究 中 使 用 的 枢 经 推拿 方式 即 选取 


假手 术 组 


BF 
+, Tuned 为 凋 亡 的 细胞 ， 标 尺 =50 umo 


Figure 4 Neuronal apoptosis in spinal cord tissue of rats on day 14 after modeling 
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足 少 阳 胆 经 循 行 上 的 穴位 进行 点 、 拨 、 揉 等 推拿 手法 干 
预 "1 。 本 研究 结果 显示 ， 枢 经 推拿 组 与 假 推 拿 组 的 
K REI BUE KFE ba Lit E BB LS PA EB 
模型 组 相 比 均 显 著 提 升 ， 即 推拿 通过 升 高 疼痛 阔 值 达到 
镇 痛 作 用 ; 而 枢 经 推拿 组 的 机 械 缩 足 国 值 与 热 缩 足 潜 伏 
期 显著 高 于 假 推拿 组 ， 表 明 在 枢 经 学 说 理论 指导 下 进行 
推拿 干预 的 镇 痛 效 果 更 为 明显 。 

NPP 的 疼痛 以 顽固 性 、 难 愈 性 著称 ， 其 发 生 、 发 
展 和 维持 机 制 盘 根 错 节 ， 目 前 尚 无 明确 的 起 效 机 制 和 治 
疗 方法 ， 随 着 科学 研究 的 不 断 深入 ,已 有 学 者 提出 神经 
敏感 化 、 肌 肉 伤害 感受 神经 元 的 塑 形 化 、 门 控 理 论 等 观 
OS NPP 形成 的 关键 病理 因素 为 神经 损伤 和 炎症 "1。 
研究 表明 ， 神 经 元 凋 亡 是 许多 神经 损伤 后 引发 神经 元 死 
亡 的 主要 方式 之 一 ， 神 经 损伤 后 ， 产 生 的 痛觉 信号 传人 
演 髓 刺激 神经 元 释放 促 炎 相关 因子 ,从 而 引发 炎症 反应 ， 
诱导 神经 元 凋 亡 ， 而 神经 元 本 身 没有 增殖 修复 能 力 ， 最 
终 导 致 神经 元 对 疼痛 敏感 性 升 高 "221 。 因 此 ， 阻 断 或 
减轻 脊髓 背 角 神 经 元 凋 亡 ， 是 缓解 NPP 的 有 效 方式 。 

越 来 越 多 的 研究 发 现 ，LncRNA 可 通过 表 观 遗传 和 
细胞 凋 亡 调控 许多 疾病 的 发 生 、 发 展 ， 逐 渐 成 为 近年 来 
研究 的 热点 ， 其 中 LncRNA 参与 NPP 的 调控 引发 广泛 
关注 所] 。 已 有 研究 表明 , 在 SNL ABU BETS fa ETEK 
量 LneRNA 的 差异 表达 ， 干预 这 些 LncRNA 能 有 效 缓解 
疼痛 ， 由 此 说 明 LncRNA 在 NPP 的 发 后、 发 展 过 程 中 
发 挥 着 重要 作用 ， 其 有 望 成 为 治疗 NPP HAILA 。 
特异 性 生长 阻 滞 转 录 因 子 5 (GAS 5 ) 是 位 于 1 号 染色 
体 长 臂 2 区 5 带 的 一 类 LncRNA， FH 12 个 外 显 子 及 11 
内 含 子 组 成 ， 目 前 认为 与 神经 元 凋 亡 、 血 管 重 塑 、 炎 
症 反应 等 生物 行为 相关 '*1。ZHAO HE) 在 大 鼠 实验 
研究 中 发 现 通过 抑制 LncPRNA-GAS5 水 平 可 以 显著 降低 
凋 亡 基因 BAX 的 水 平 ， 并 提高 抗 凋 亡 疾病 Bcl-2 的 表 
AKE, AK H R LncRNA-GASS 的 表达 对 脑 梗 
死 模 型 大 鼠 神经 元 凋 亡 具有 抑制 作用 。ZHANG 等 :21 
研究 表明 ，LncRNA-GAS5 通过 加 剧 神 经 元 糖 酵 解 作用 
来 诱导 神经 元 细胞 凋 亡 。 除 了 直接 调控 细胞 凋 亡 外 ， 
LncRNA-GASS 还 可 以 发 挥 “ 分 子 海绵 ”的 作用 来 吸附 
miRNA 对 靶 基 因 起 调控 作用 ， 进 而 在 细胞 调 亡 中 发 挥 
作用 :2 。 已 有 研究 证 明 ， 在 神经 元 保护 和 修复 过 程 中 ， 
miR-21 被 确认 具有 关键 性 调控 作用 '*| KARL 等 '”| 
揭示 了 SNL 大 和 鼠 疹 髓 和 背 根 神经 节 (DRG ) 内 miR-21 
的 表达 显著 增加 ， 鞘 内 注射 miR-21 抑制 剂 后 ， 大 鼠 的 
机 械 性 异常 疼痛 及 热 痛觉 过 敏 均 减轻 ， 表明 miR-21 有 
望 成 为 未 来 NPP 治疗 的 下 游 丢 点 。 本 研究 结果 显示 ， 
造 模 7 dd 后， 枢 经 推拿 组 与 模型 组 、 假 推拿 组 比较 细胞 
凋 亡 减少 ， 神 经 元 数量 较 多 ， 且 神经 元 凋 亡 减少 ， 表 
明 枢 经 推拿 治疗 可 以 显著 减少 SNL 大 鼠 的 神经 元 细胞 
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JJC Jeh, PEA HK BA MEH P LncRNA-GAS5 表 
达 水 平 低 于 正常 组 ， 而 miR-21 基因 的 表达 水 平 高 于 
正常 组 ， 提 示 miR-21 在 SNL 大 鼠 中 升 高 ， 与 KARL 
等 '”| 研究 结果 一 致 。 而 与 模型 组 相 比 ， 枢 经 推拿 组 
的 LncRNA-GASS 表达 水 平 显 著 升 高 ， 与 之 同时 mR- 
21 表达 水 平 显 著 降低 ， 由 此 推测 ， 枢 经 推拿 作用 于 皮 
肤 、 肌 肉 等 接收 疼痛 信和 号 的 外 周 躯体 组 织 ， 略 微 阻 断 疼 
las (8 BA EMRE, HRVA REE AY LncRNA- 
GASS 表达 水 平 增长 ，LncRNA-GAS5 发 挥 “ 吸 附 作 用 ” 
使 得 miR-21 表达 水 平 降低 ， 从 而 间接 起 到 抑制 神经 元 
凋 亡 的 作用 。 男 外 ， 通 过 比较 7、14 d 模型 组 和 枢 经 推 
拿 组 中 miR-21 的 表达 水 平 可 发 现 ， 模 型 组 中 miR-21 
的 表达 由 高 表达 变 为 低 表 达 ， 与 之 相反 ， 枢 经 推拿 组 中 
miR-21 的 表达 则 由 低 表达 变 为 高 表达 ， 考 虑 为 14 d 模 
型 组 大 鼠 随 着 机 体 的 自然 修复 ， 疼 痛 逐 渐 减 经， 因此 洽 
HEP miR-21 的 水 平 降低 ， 而 枢 经 推拿 组 大 鼠 在 推拿 干 
预 下 可 能 涉及 参与 调控 miR-21 的 负 反 馈 机 制 ， 然 而 具 
体 机 制 尚 不 明确 ， 有 待 日 后 进一步 研究 探讨 。 

TLR8 属于 Toll 受 体 家 族 成 员 ， 主 要 在 中 小 型 异 凝 
集 素 B4 非 肽 能 神经 元 中 表达 ， 在 病原 体 识别 和 先天 免 
疫 激 活 中 起 重要 作用 。 已 有 研究 证 明 ，TLR8 及 其 介 导 
的 信号 通路 在 NPP 的 调控 过 程 中 以 调控 炎症 反应 和 人 免 
疫 应 答 的 方式 参与 ， 其 中 TLR8 的 激活 具有 抑制 神经 突 
生长 和 诱导 神经 元 凋 亡 的 能 力 ， 表 明 TLR8 是 轴 突 生长 
的 负 调 控 因子 和 神经 元 凋 亡 的 诱导 因子 “| 。 细 胞 外 
信号 调节 和 蛋白 激酶 (ERK ) 在 神经 保护 中 是 关键 酶 之 
一 ， 神 经 损伤 会 引起 ERK 磷酸 化 ，ERK 磷酸 化 后 可 上 
W] BAD, BAX SEJI CEH, Jf FY BCL-2 家 族 的 抗 
JCE A A A Ud TAR AR Caspase 来 触发 聚 腺 
tf — BER ERA (PARP) 蛋白 水 解 ， 从 而 促进 神 
经 细胞 凋 亡 [321。ZHANG 等 5 研究 发 现 ,在 SNL 大 
BAY A FAA, TLRS 表达 显著 增加 ，miR-21 是 其 
内 源 性 配 体 ，TLR8 通过 miR-21 的 活化 导致 ERK 磷酸 
化 介 导 炎症 介质 的 产生 以 及 神经 元 的 过 度 兴 奋 来 参与 
NPP。 本 研究 结果 显示 ， 与 模型 组 相 比 ， 枢 经 推拿 组 细 
胞 凋 亡 诱导 因子 TLR8 水 平 下 调 ，miR-21 介 导 的 ERK 
蛋白 也 随 之 下 调 ; 与 之 相反 ， 抗 凋 亡 蛋白 Bel-2 表达 水 
平 上 升 ， 其 通过 抑制 了 Cyt-C 从 线粒体 释放 ， 进 而 也 降 
低 Caspase-3 的 表达 -3 ， 最 终 显著 减少 大 鼠 神经 元 的 
凋 亡 ， 缓 解 疼痛 的 发 展 ， 起 到 保护 神经 元 的 作用 。 

综 上 所 述 ， 本 研究 中 推拿 手法 在 枢 经 理论 指导 下 通 
过 干预 足 少 阳 胆 经 上 的 关键 穴位 可 减轻 疼痛 部 位 的 炎症 
反应 ,进一步 调控 疹 髓 背 角 神经 元 凋 亡 来 达到 缓解 NPP 
的 作用 , 其 机 制 可 能 与 通过 上 调 LncRNA-GAS5 的 表达 ， 
下 调 miR-21 以 及 调控 TLR8/ERK 通路 上 下 游 的 相关 和 蛋 
白 和 因子 表达 有 关 。 本 研究 在 一 定 程度 上 为 临床 枢 经 推 
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拿 治 疗 NPP 提供 了 实验 依据 ， 初 步 推测 LncRNA-GASS 
是 通过 发 挥 “分 子 海 绵 ” 功 能 吸附 miR-21 介 导 TLR8/ 
ERK 通路 相关 和 蛋白 抑制 神经 元 凋 亡 ， 虽 然 其 具体 机 制 


未 明确 证 实 , 但 LaeRNA-GAS5 有 望 成 为 未 来 治疗 NPP 
的 新 靶 点 ， 今 后 可 用 miR-21 抑制 剂 或 基因 敲 除 等 方式 
进一步 探究 LncRNA-GASS 与 miR-21、TLR8 以 及 ERK 
的 关系 ， 更 深入 阐明 枢 经 推拿 对 NPP 的 镇 痛 机 制 。 
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